مأنْند الرعن الرحيم 


وز ”تيز 
شرع # ادر 6 عرص 


عدم ا ْو ليخد هكاين من 3 دوه ]لوهم اله هموما 


5 من شي في سيل البو فيك وأا امون 


بسم الله والحمد لله والصلاة والسلام على رسول الله 
الحمد لله نحمده ونستعينه ونستهديه ونستغفره ونعوذ بالله من شرور أنفسنا ومن سيئات أعمالنا 
من يهده الله فهو المهتد ومن يضلل فلن تجد له وليا مرشدا 


سبحانك لا علم لنا إلا ما علمتذا انك أنت العليم الحكيم 

سبحانك لا فهم لنا إلا ما فهمتنا انك أنت الجواد الكريم 
هذا شرح نظري لتحضير احد ١‏ قوى السموم المعروفة في العالم والمصنف كأحد الأسلحة البيولوجية 
(أسلحة الدمار الشامل) »وأقوى واخطر السعره في الجالم وهو سم البوتيولزم! الجرام الواحد الذقي 
يكفى لقتل مليون أدمى وهذه حقيقة علمية ولكن تتواجد صعوبات عملية فى الوصول إلى مثل هذا 


النقاء ونئشرة بصورة ة صحيحة) وهو من الأسلحة البيولوجية التي لا يتطلب تحضيرها مبالغ كبيرة أو 
تقنيات معقدة ولكن يكفى لاعدادة تقنيات معمل تحاليل طبية مضاف إليها بعض التجهيزات الإضافية 
لتدضيره في صورة مناسبة للاستذدام(حتى وان كانت الصورة النهائية له ليست عالية النقاء ولكنها 
تكون ذات فعالية كبيرة) والصورة النهائية للسم تكون على شكل بودرة يسهل تهريبها إلى اى مكان 
ومن ثم يتم إعادة إذابتها واستخدامها لكن التعامل مع هذا الشرح يحتاج إلى شخص ذو خلفية علمية 

(طالب أو خريج إحدى الكليات الآتية الطب -_الصيدلة -الطب البيطري للزراعة العلوم)ليتمكن من 

فهم محتوياته والتعامل معها وتعديلها إذا استدعى الأمر في حالة مواجهة مشاكل أثناء عملية 
التحضير حيث انه بحث ذظري وحيث أن أي تطبيق عملي لنظرية ما قد يواجهه مشكلات قد تتطلب 
تعديلات في خطوات العمل وقد اعتمدت في تحضيره على دراسة خصائص السم النظرية وطرق تنقيته 
المختلفة وحاولت اختيار منها أسهلها وأكثرها فعالية وفى نفس الوقت اقلها تكلفة ولكن لم أتمكن من 
تطبيقها عمليا بسدبب عدم توذر الإمكانيات 

ملاحظات هامة: - 

١‏ على الشخص الذي سيقوم بالعمل أن يقوم بمراجعة اى كتاب حول التعامل العملي مع الكائنات 
الدقيقة :وع 12101051010 72©41231م 2 للاستزادة منه بخصوص بعض الخطوات العملية أو 
تنزيله من على الانترنت 1222121121 051010559ث1ء 1م 2411م 
حيث أن هذا السدم تنتجه دوع من الكائنات الدقيقة لذا يجب أن يقوم بعمل مراجعة لهذا الجاذب لتعلم 
كيفية التعامل معها 

(قلم تقدلوهم ولكن الله قتلهم وما رمَيت ؛ إذ رّمَيت : وَلَكِن الله رمى وَلِيْبَلِي الموؤمذين متة بَلَاءٌَ حَسنًا إن 

الله سميع مم عَلِيم) 
والله من وراء القصد 


وهو وحده الهادي إلى سواء السبيل 


تحضير سم البوتيولزم (سم الطعام الفاسد) 


فقدمة:.- 


سم البوتيولزم هو احد انواع السموم التي تحدث تأثيرها عن طريق العمل على الجهاز العصبي وتنتجه احد أنواع 
الكائنات الدقيقة (كلوستريد يم) بمختلف فصائلها وخصوصا الفصيلة(كلوستريديم بوتيولزم ) والذي ينمو في أوساط 
الطعام الفاسد في بيئة لا هوائيه وهو مسئول عن اغلب حالات التسمم الغذائي الجماعي التي تحدث حول العالم سم 
البوتيولزم مسبب للوفاة بسبب إحداثه لشلل في الجهاز العصبي مما يؤدى إلى شلل ذي عضلات الرئة ومن ثم 
الموت 

تكون الأصابه بسمم البوتيولزم نتيجة إما لتسمم غذائي أو أن يحدث حالات تسمم للأطفال(يحدث بصورة غير 
متوقعة من حين لأخر بسبب تلوث المواد المكونة لغذاء الأطفال بهذا السم من الطبيعة) أو تسمم الجروح أو أن 
يكون تسمم غير معلوم المصدر 

حالات التسمم بهذا السم أيضا يمكن أن تحدث نتيجة إضافته إلى مصادر الغذاء أو إطلاقه في الهواء في صورة رذاذ 
بسبب إمكانية تحضيره معمليا 

في حالات التسمم البوتيولزم تكون أول خطوة لعلاج المصاب هي مساعدته على الحفاظ على التنفس عن طريق 
توصيل أنبوب تنفس موصل بجهاز تنفس صناعي ويجب إعطائه جرعات من مضاد السم (الترياق) في أسرع وقت 
ممكن حتى يتمكن المضاد من معادلة السم قبل ارتباطه بالخلايا العصبية حيث إنها هي الوسيلة الوحيدة الممكنة 
للعلاج وفى حالة تأخر إعطائه للمرضى المشكوك في إصابتهم بالسم (بسبب عدم وجود أعراض للمرض) فان ذلك 
يؤدى إلى الوفاة 


يتكون هذا البدث من ستة فصول 

١‏ البحدث عن البكتيريا المنتجة للسم وفصلها عن الكائنات الأخرى في صورة نقيه 
؟" التعرف على الظروف المطلوبة لإنتاج السم معمليا 

“ فصل السم وتنقيته معمليا 

0 قياس تركيز السم المنقى 

ه تخزين السم والحفاظ علي فاعليته من الضياع 

5 كيفية استخدامه كسلاح بيولوجي 


المعدات المظلوية لتعمل 
١‏ ثلاجة 
؟ أدوات مختبر تحاليل ظبيه(أنابيب اختبارء اوانى زجاجيه (بيكر فلاسك) 2 ......٠6٠‏ 
* فرن لتجفيف الأدوات بعد عملية التنظيف والتعقيم 
؛: جهاز تجفيف في درجات حرارة منخذفضة (ليوفيلايزر) ٠٠٠٠‏ يمكن استبداله بالجهاز رقم ١4‏ حيث انه 
مرتفع التكلفة 
ه وعاء اطدن المواد معقم 


5 ملاقيط معقمه 

٠‏ سسدادات قطنية معقمه للأتابيب 

شفاطات سحب سوائل (يمنع منعا باتا استخدام الفم لشفط السوائل أثناء التحضير) 
9 أنابيب لزراعة البكتيريا تكون ذات رأس حلزونية 
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برطمانات محكمة الغلق (كبديل عن أكياس النيتروجين التي تحافظ على عدم وجود الأكسجين في 


الوسط المحيط) يمكن استبداله بصندوق زجاجي محكم الغلق توضع فيه شمعة مشتعلة تنطذئ عند انتهاء 
الأوكسجين الموجود فيه 


أسلاك لنقل وزراعة البكتيريا 

جهاز انكيوبيتور(حضانة) للحفاظ على درجة حرارة مناسبة لنمو البكتيريا 
برطمانات معقمة لحفظ العينات 

حامل للأنابيب 

شرائح ميكروسكوب 

ميكروسكوب به خاصية 

أطباق بتري معقمة(تستخدم لزراعة الكائنات الدقيقة) 

أنابيب زجاجية وبلاستيكيه خاصة بالطرد المركزي تكون ذات نهايات ضيقة 
جهاز طرد مركزي مزود بمبرد وماكينة تفريغ للهواء 

جهاز تحضير مياه مقطرة 

ماصات ميكانيكية مختلف الأحجام(يمكن استبدالها بسرنجات على أن يتم كسر الطرف المدبب لها ) 


بالإضافة إلى سرنجات ذات أحجام صغيرة لحقن فئران التجارب 


فئران تجارب يتراوح وزنها بين ١5‏ 2" جم 
أقفاص للفئران ووسائل إطعام 

جهاز تعقيم (اوتوكلاف) 

جهاز لقياس الأس الهيدروجيني (بى اتش ميتر) 
حمام مائي (ساخن وثلجي) 

ميزان اليكتروني 

خلاط أو مضرب بيض 

فريزر 

جهاز تقليب سوائل باستخدام المغناطيس 


ثلاجة عرض للأجبان مثل التي تكون في محلات البقالين والتموينات 


المواد المستخدمة في التنقية 


فوسفات بفر أس هيدروجيني " عا للك 
كحول ايثيلى "0٠١‏ 
ملح سلفات الامونيوم أو ملح طعام 
محلول لصباغة العينات (صبغة جرام) 
أشرطة مشبعة بمادة الميثيلين بلو 
محلول لصباغة الحويصلات 
مخلول ملحي معكم 


محلول هيدروكسيد الصوديوم تركيز واحد مولار أو هيدروكسيد صوديوم صلب 
محلول حمض الكلوريك تركيز واحد مولار أو حمدض كلوريك مركز 

محلول فينول ريد تركيز 9١‏ مائي 

مكونات أوساط النمو (وهى مذكورة في كل وسط) 


احتياطات هام - 


إن السم الذي سوف يتم تحضيره هو أقوى السموم المعروفة على الإطلاق حيث تكفى كمية دقيقة منة تصل إلى 
الجسم عن طريق الفم أو الأنف إلى الوفاة لذا يجب على من يقوم بتحضيره اتخاذ بعءض الخطوات الاحتياطية الهامة 
وهى كالاتى: - 


: أحفظ الله يحفظخك‎ ١ 

عن ابن عباس رضي الله عنه قال : كنت خلف النبي صلى الله عليه وسلم يوماً , فقال لي : ( يا غلام » إني أعلمك 
كلمات : أحفظ الله يحفظك . أحفظ الله تجده تتُجاهك . إذا سألت فاسأل الله » وإذا استعنت فاستعن بالله » واعلم أن 
الأمة لو اجتمعت على أن ينفعوك بشيء لم ينفعوك إلا بشيء قد كتبه الله لك » وإن اجتمعوا على أن يضروك بشيء 
لم يضروك إلا بشيء قد كتبه الله عليك ٠‏ رفعت الأقلام وجفت الصدف ) رواه الترمذي وقال : حسن صحيح . 


؟ الإكثار من الأذكار مثل قول( بسم الله الذي لا يضر مع اسمه شيء في الأرض ولا في السماء وهو السميع العليم 
).. ثلاث مرات.. فمن قالها ثلاثاً حين يصبح وثلاثاً حين يمسي لم يضره شيء. ..وقراءة سورة الإخلاص 
والمعوذتين ثلاث مرات صباحاً ومساءعاآً فإنها تكفي العبد من كل شيع 


والاستغفار قدر الإمكان قال تعالى : (( وما أصابَكَ مِن سَيّتة فمِن تقميك )) 


" الدعاء وطلب الهداية والإرشاد من الله عز وجل قال تعالى(ولا يحيطون بشئ من علمة إلا بما شاء) وقال 
تعالى (و عَلَّمَ آدَمَ الأسمَاء كُلَّهَا ثم عَرَضَهم عَلَى الملائكة فقال أثبدوني بأسماء هؤْلاء إن كنثم صادقِين(١")‏ قالوا 
سبحاتك لا عدم لنا إِنَا مَا عَلَمَتَنا إِنَّكَ أنت العليم الحكيم) 

؛ للأخذ بالأسباب قدر الإمكان وهى كالاتى - 

يمنع الأكل والشرب تماما داخل المعمل 

يجب ارتداء وافي اذف وفم قفازات ونظارة وقاية طوال الوقت ويفضل ارتداء قناع واقي 

الأدوات الزجاجية والبلاستيكية تغلي جيدا مع إضافة نسبة 9٠١‏ من محلول كلوروكس أو تعقم في الاوتوكلاف 
بعد استخدامها 

للإبر تستخدم في اقل الحدود الممكنة(ويفضل كسر طرف الابر الغير مستخدمة في الحقن) 

تؤخذ جرعة من المضاد للسم كل أسبوعين (وهو متوفر في مراكز الأمصال في معظم البلاد) 

غسل كل الأسطح بعد الانتهاء بمحدول مطهر يحتوى على نسبة ٠١‏ م9 كلوروكس 

الحيوانات الميتة تدفن على عمق كبير مع الجير الحي إن أمكن 


كل الماء الناتج من التجارب والأوساط المستخدمة بعد الانتهاء منها يتم تعقيمها في الاوتوكلاف اوتغلى جيدا مع 
إضافة نسبة ٠١‏ من محلول كلوروكس قبل التخلاص منها 
-يمنع استخدام الفم في عمليات شفط السوائل 

تكون هناك ملابس خاصة لدخول المعمل تخلع عند الخروج منه 

تسجيل البيانات والتجارب أولا بأول حتى لا يحدث خلط بين النتائج 

يفضل أن يكون المعمل في منطقة بعيدة عن السكان حتى إذا ما حدث تسرب للبكتيريا فلا تؤدى إلى انتقالها إلى 
السكان (هي غير معدية لهم ولكن قد تنموا على الطعام مما قد يؤدى إلى أضرار وحالات تسمم) 


ملاحظة هامه : - 

لإجراء الأبحاث على هذا السم في المعامل الطبية يجب ان يكون هذا المعمل مجهزا بتجهيزات خاصة للوقاية تجعله 
ذيما يطلق عليه اسم المستوى الثالث من مستويات الحماية ولكن لتعذر عمل ذلك بالتكاليف البسيطة يجب اخذ 
الحذر قدر الامكان 


خصائص السدم وملاحظات عامة: َِ 


*بكتيريا الكلوستريديم بوتيولزم هي بكتيريا لا هوائية(وجود الهواء يؤدى إلى قتل البكتيريا وعدم نموها) موجبة 
الاستجابة لصبغة جرام 

مكونة لحويصلات(تتكون تلك الحويصلات قرب نهاية خلية الكلوستريديم محدثة انتفاخ في الخلية) ذات شكل 
عصوي ولديها القدرة على التحرك(ملاحظة هامه هي أن معظم فصائل جذس الباسياس تكون متحركة هي الأخرى 
حتى لا يختلط الأمر حول تلك الخاصية) تنتمي إلى جنس الباسيلس (بعض أنواع البكتيريا المنتمية إلى هذا الجنس لا 
تكون حويصلات) 

هناك نوع من البكتيريا (كلوستريديم بريفرينوجين وهو المسئول عن تعفن الجروح وتكوين الغنغرينه)وهو من 
جنس الباسيلس أيضا مشابه للكلوستريديم بوتيولزم غير انه يحدث تحللا لكرات الدم الحمراء الموجودة في وسط 
(25317 61000) أثناء النمو كما أن خلاياه تكون مرتبة في صورة أزواج (لا يحدث هذا مع الكلوستريديم 
بوتيولزم) 


هناك عدة أنواع من بكتيريا الكلوستريديم بوتيولزم (17-17-0-(4-185-60-1) كل نوع له صفاته الخاصة وينتج 
نوعا مختلفا من السام ولكل نوع مضاد للسم(ترياق) مختلف عن الأخر 

النوع (4) من البكتيريا هو الأكثر انتشار في التربة الغير مستصلحة في حين النوع (8) هو الأكثر انتشارا في 
التربة المستصلحة 

حويصلات النوعين 4-8ىتكون مقاومة للحرارة في حين في حين حويصلات النوع 1تكون حساسة لدرجات 
الحرارة المرتفعة 


بكتيريا ١‏ كلوستريديم بوتيولزم تنمو في أوساط الطعام ذات الأس الهيدروجيني أعلى من كو في حالة كان فرق 
جهد التأكسد الخاص بالطعام منذفضا كما في حالة لحوم الدجاج اللانشون 0 الكبد الأسماك المدخنة 


كل الزرعات الخاصة بالنوع 4 وبعض الزر عات الخاصة بالنوعين 7 - 8 تسبب تحللا للبروتينات 
الموجودة في وسط(بياض البيض المتخثر ) ( 12360111122 300116 58») أو (وسط مدعم بجزيئات لحم) في حين أن 


النوعين 7 -© وبعض الزرعات الخاصة بالنوعين ”1 - 8 لا يسببان مثل هذا التحلل تستخدم تلك الطريقة 
للتعرف على النوعين 4-8,حيث أن السم الذي ينتجه هذان النوعان هما الأكثر فاعليه مقارنة بالأنواع الأخرى 


أفضل درجة حرارة تتكون عنذدها الحويصلات هي 7”' لمدة 7 2 أيام 


يكون السم متركزا داخل الخلية البكتيرية نفسها ويتحرر منها نتيجة لتحطم البكتيريا أو تحللها 
بعض خصائص السم : 5 


١ 
١ 


حساس لارتفاع درجة الحرارة (يفقد فاعليته إذا تعرض لدرجة حرارة 7٠١‏ لمدة ٠١‏ دقائق 
يفقد فاعليته إذا تعرض للهواء مدة أكثر من ١7‏ ساعة أو إذا تعرض للأحماض كم انه حساس للضوء لذا 
تتم جميع خطوات التنقية في أوعية زجاجية ذات لون داكن وتكون الزرعات الخاصة بالبكتيريا محفوظة في 


الظلام 
-السم عبارة عن بروتين يحتوى على عنصر الزنك ويتكون من جزأين وتركيبه مشابه لتركيب سم 
التيتانوس 


١-‏ جم من كريستالات السم النقية تكفى لقتل مليون شخص إذا ما تم نشرها بصورة صحيحة ومناسبة ولكن 
هناك العديد من الصعوبات العملية التي تعترض هذا التنفيذ (الجرعة القاتلة من السم من نوع 4م - 

1 مجما/لكل كجم من وزن الجسم- ١‏ ميكروجرام/كجم 

الجزيئان المكونان للسم نوع 4 احدهما يبلغ 917 121 ويتكون من 777 حمض امينى و الأخرى ”5 121 
ويتكون من 447 حمض امينى ويرتبط الجزأين معا برابطة كبريت 

تبدأ ظهور أعراض التسمم بعد التعرض للسم عن طريق الاستنشاق بفترة من 4؟ إلى 5” ساعة وتكون 
الأعراض الأولى للتسمم صداع قلق زيلدة إفراز اللعاب قيئن عدم وضوح_الرؤية إلآم في 
الأاراف إخراج لا ارادىي تأثيرات على الجهاز العصبي المركزي تؤدى_إلى تشوش الرؤية جفاف 
الحلق -شلل تنازلي (من أعلى الجسم إلى الأسفل) .توقف التنفس ثم الوفاة 

- لا يوجد تطعيم ممتد المفعول للوقاية من هذا السم(نشرت بءض الأبحاث إمكانية تطعيم الآدميين ضد 
البوتيولزم عن طريق إعطاء ثلاث جرعات من الترياق على فترات ولكن معظم الأبحاث نفت وجود مصل 
واقي له ) ولكن المتوفر هو مضاد السم (الترياق) وهو مفيد فقط لوقاية المرضى الذين تعرضوا للسم قبل 
ظهور الأعراض عليهم أو لأولدك الذين يتوقع تعرضهم للسم ولكن إذا ظهرت أعراض التسمم على المريض 
فانه يكون بدون فائدة وفى تلك الحالة لا يتواجد له علاج سوى إدخال المدريض إلى العناية المدركزة لفترة 
طويلة(” أشهر) وإمداده بأجهزة تنفس صناعي مع إعطائه جرعات مستمرة من الترياق كمحاولة لوقف 
تدهور الحائة 


/ سم البوتيولزم سم يعمل على الجهاز العصبي حيث يهاجم نقاط الاشتباك الخاصة بالأعصاب محدثا توقف 


في إنتاج الاسيتيل كولين 


الموصل العصبي فائق الأهمية للجسم ويؤدى ذلك إلى الشلل 
4 سم البوتيولزم لا يخترق الجلد السليم للإنسان (إلا في حالة وجود موصل أو موسع لمسام الجلد) 
20-٠‏ في حالة إطلاق السم في صورة رذاذ فانه يصعب التعرف علية في عينات الدم أو البراز ولكن يمكن 


التعرف عليه خلال 4 ؟ ساعة من التعرض له في عينات مخاط الأنف 


)18 1 2241500165( الترياق المضاد دسم البوتيولزم هو عبارة عن أجسام مضادة له من نوع‎ 2- ١ 


وهو متواجد إما كترياق لنوع واحد من السم فقط (النوع 4 مثلا أو مثلا) أو لنوعين من السم معا 
(4,8 ) أو للسبع أنواع من السم مع بعضهم البعوض 961242721611 وهذا يتواجد في مراكز الأبحاث 
الكبرى أو التابعة للقوات المسلحة 


7 -0 في حالة إطلاق السم في صورة رذاذ فأن تواجده في مكان الإطلاق يعتمد على حجم الجزيئات 
المطلقة ( كلما صغر حجمها كلما زاد انتشارها وارتفعت فاعليتها) كما أن ثبات فاعليته بعد الإطلاق يعتمد 
على الذروف المناخية مثل درجة الحرارة ونسبة الرطوبة حيث تؤثر هذه العوامل على فاعلية السم وتفقده 
فاعليته بمعدل يتراوح من ١‏ 2 0" في دقيقة الواحدة فمثلا بمعدل ١‏ 0" فان السم يفقد تأثيره بعد يومين من 
أطلاقة (بفرض أن الجزيئات كانت ذات حجم مناسب حتى لا تترسب من الجو بسرعة) 

00-٠‏ نمو بكتيريا الكلوستريديم في الأوساط يكون مصحوبا بحدوث تعكر للوسط بالإضافة إلى انخفاض 
معامل الأس الهيدروجيني فيه إلى حوالي "وه (يضاف إلى الوسط عادة مادة الفينول ريد التي يتغير لونها 
في حالة انخفاض الأس الهيدروجيني للوسط)<2 >كتغير لون الوسط إلى الأحمر 


4 -2020 الصورة التي ينتجها النوع 17 من السم صورة خاملة لا تكتسب فاعلية إلا بعد تعرضها للتحلل 
بأنزيم التريبسين(هذا الإنزيم متواجد في الجهاز الهضمي للإنسان) 
٠‏ - آفترة الحضانة المطلوبة لإنتاج اكبر تركيز من سم البوتيولزم هي خمسة أيام ويمكن الكشدف عنه 


في اليوم الثالث 


الفصل الأول: - 


البحث_ عن بكتيريا كلوستريديوم بوتيولزم (النوعين_8 . 4 ) وفصلهم :_- 


في الخطوات التالية سنقوم بعزل هذان النوعان من الكلوستريديوم (حيث أنهما ينتجان أقوى نوعان من السم من 
بين الأنواع السبعة) 


يتم التعامل مع العديد والعديد من عينات التربة من مختلف المصادر (تربة من بحيرات من ارض مستصلحة من 
ارض بور فضلات حيوانات) يفضل أن تكون هذه العينات من على عمق كبير من سطح التربة إن سم مثلا 

غالبا ما تحتوى هذه العينات من التربة على العديد والعديد من حويصلات الكائنات الدقيقة اللاهوائية الأخرى ولذا 
تعتبر هذه الخطوة أصعب وأطول واهم الخطوات 


التعرف على السم يكون عن طريق حقن الفئران بعينات من الترب المزروعة وملاحظة الذتائج على كل على حدة 
ومقارنتها بالتأثيرات النظرية لتسمم البوتيولزم على الحيوانات 


قبل بداية عملية الفصل يجب عمل صدمة حرارية لعينات التربة المستخدمة (رفع درجة الحرارة إلى ٠٠١‏ درجة لمدة 
٠١‏ دقائق في مياه مقطرة) 


أول وسط يستخدم لزراعة البكتيريا يكون داعما لنمو البكتيريا اللا هوائية وهو إما 

21 0ع0012© 200111160-طحاظ دلاععن اط ) 

طامعاط 12023 - طامخاط “زعئل٠ذا‏ لع مممطك - طاه:اط 210083131 تلع مم سوف يتم شرح طريقة 
تحضير كل وسط على حدة في حينه 


الخطوات: - 

١‏ ضع عشرة جرامات من عينات مختلفة من التربة(كل على حدة) في وعاء(بيكر) زجاجي قم بإضافة ١١‏ مل 
من الماء المقطر وضعها على حمام ماء ساذخن لمدة ٠١‏ دقائق في درجة حرارة ٠١‏ درجة(يتم قياس درجة 
الحرارة باستخدام ترمومتر) 

؟ قم بتقليب المعلاق المتكون ومن كل وعاء(بيكر) قم بإضافة ١‏ مل من المعلق إلى أنبوبة من الوسط 

طحظ ولاععن نط)أد طامط 1103131 سستلع حم أدعمم لععلممء 011160ممم أو 
طغمعتط عع 5لا لع مرممطء أو طامط لياط 

قم بوضع الأنابيب في درجة حرارة ه“" درجة لمدة ه أيام 

“ بعد خمسة أيام قم بفحص الأنابيب كل على حدة ولا حظ تكون عكارة في الوسط اوتغير في لون الوسط 

نتيجة لتغير الأس الهيدروجيني أو تكون غاز_(يبدأ تكون الغاز بعد ١8 ١١‏ ساعة من الزراعة) أو اختفاء 

حبيبات اللحم الموجودة في الوسط (يقوم الكلوستيريديوم بإحداث تغيير ايجابي في كل الملاحظات السابقة ) 

؛ شي حالة عدم حدوث نمو بعد ه أيام في الوسط خذ ٠١‏ ”9 من الأنابيب وقم بإعادة زراعتها في وسط جديد 

لمدة ه أيام أخرى (قد تكون هناك عوامل أدت إلى إصابة الحويصلات مما أدى إلى بطء ذموها) 


تحضير الأوساط: - 

ملاحظة هامة2 بعدتحضير الوسط يجب عمل إزالة للأكسجين المذاب في الوسط عن طريق وضعة فوق حمام 
مائي معرضا للبخار الناتج منه لمدةه ١‏ دقيقة ثم عمل تبريد سريع للوسط بدون تقليب قبل زرع العينة مباشرة كما 
يجب أن تحفظ الأطباق في صندوق لا هوائي قبل الزراعة 


زا لع مدرمطن) 


يتكون هذا الوسط من جزأين يحضر كل منهما على حدة 
الجزء الآول 


يتم فرم قطع الكبد جيدا جدا وتغلي في ماء لمدة ساعة تبرد يتم قياس الأس الهيدروجيني عن طريق البى اتش ميتر 
أو أشرطة قياس الأس الهيدروجيني ويتم ضبط الأس الهيدروجيني عند معيار 7 عن طريق إضافة قطرات من 
محاليل ١‏ مولار دمض الهيدروكلوريك و ١‏ مولار هيدروكسيد الصوديوم (الحمدض يقلل الأس الهيدروجينى 
وهيدروكسيد الصوديوم يرفعه) 

قم بغلي الكبد لمدة ٠١‏ دقائق أخرى ثم فلتره في قطعة من القماش لإزالة السوائل الموجودة فيه قدر الإمكان قم 
بإضافة المكونات الأخرى ثم أضف الماء لتحضير ١‏ لتر ثم اضبط الأس الهيدروجيني عند , مرة أخرى (عند ضبط 
الأس الهيدروجيني يسمح بزيادة أو نقص طفيفة في حدود 


8 
خذ هو ١‏ جم من العجينة الأولى وأضفها إلى و8١‏ مل من المخذف وضعهم في جهاز التعقيم لمدة ١6‏ دقيقة 
في درجة حرارة ١؟١‏ 


المخفف (الجزء الثاني) 


عضي ا 


توضع المكونات مع بعضها البوض يتم ضبط الأس الهيدروجيني عند 
لو يسمح بزيادة أو نقص طفيفة في حدود "و٠‏ 


- :2160111 122101111111 21 » حدر 1)عع1 200 1100111160 
يتكون هذا الوسط أيضا من جزأين 


الجزء الأول 
001 1121 00120 


يتواجد في صورة جاهزة في الأسواق ولكن يمكن تحضيره كما يلي 


العم 


اس 20 


2 دكستروز| 8 2] 


تتبع نفس الخطوات المتبعة مع الوسط السابق ولكن مع استبدال الكبد بلحم قذب البقر وبدون إضافة الماء 
وأيضا يتم تحضير مذفف بنفس النسب السابقة 


ويتم الخلط بنفس النسب باستخدام نفس طريقة التحضير 


٠‏ بعد اكتمال النمو خذ ١‏ 8 مل من الوسط وضعهم في كحول نقى )90٠١٠(‏ في أنبوبة ذات غطاء واتركهم في 
درجة حرارة الغرفة لمدة ساعة أو ضع ١‏ 8 مل من الوسط في إناء وقم بتسخينهم في حمام مائي ٠١‏ درجة لمدة 


) دقيقة ) لقتل الخلايا الحية وتحفيز الحويصلات على النمو في الوسط التالي(الطريقة الثانية أفضل وأسهل‎ ١١ ٠ 


* قم بإضافة نقطة أو نقطتان من العينة التي تم تسخينها إلى ٠١‏ مل محلول ملحي معقم قم بعمل تخفيف متسلسل 
“" مرات(من أل ٠١‏ مل محلول الملح خذ ١‏ مل أضفه إلى ؟ مل محلول ملحي أخر ثم من المحلول الجديد خذ ١‏ مل 
أضفه إلى 1 مل آخرين ثم خذ منه ١‏ مل أضفه إلى 1 مل محلول ملحي ثالث) من المحلول الثالث خذ نقطه أو 
نقطتين باستخدام سلك زراعة وقم بزراعتهم بطريقة التخطيط على وسط . [5©120112 21114116121]أو -17©1.آ] 
[:2531 5011 عوعع-21عأد [:2521 58011 عوعء ©323617016] وضعه في الحضانة عند درجة "١‏ درجة 
لمدة ه أيام في ظروف لا هوائية (عن طريق ملء الطبق بماء مقطر ووضعه في الصندوق الزجاجي الذي توضع 
فيه الشمعة أو عن طريق تغطية الأطباق المزروعة بطبقة من الفازلين المعقم )(يتم استخدام شرائط مشبعة بمادة 
المثيلين بلو التي تتخذ اللون الأزرق في حالة وجود الأوكسجين ويختفي هذا اللون خلال ساعتين في حالة انعدامه ) 
بعد 5 أيام تقوم المستعمرات الميكروبية التي تحلل البروتينات بإحداث منطقة شفافة حولها في الطبق ومن هذه 
المستعمرات ) 


تركيب الأوساط 


١ 01‏ ) 116116111 اح 


قم بإضافة المكونات إلى بعضها قم بتسخينها مع التقليب حتى يتم ذوبان المكونات الصلبة قم بالتبريد حتى 
درجة حرارة 5ه درجة واضبط الأس الهيدروجيني عند معامل 4و7 يسمح بزيادة أو نقصان ؟و ٠‏ 

قم بصب الوسط في أنابيب ذات غطاء وعقمها في المعقم عند درجة حرارة ١7١‏ لمدة ١١‏ دقيقة ثم قم بصبها 
في الأطباق 


تتدعث لدع 1 -دءع ]1 


لك ان 01 :> الاك الاك لاا 
سيك اس اماس 
شل 58| ©" سشداء 0‏ عام 


حصت عم «سمم ميخت 7ع 


اجاد]| ه15]| مهعهه| دكستروز| م.5| هومضءط| 


قم بإضافة المكونات إلى بعضها مع التسخين والتقليب حتى يتم ذوبان المكونات 
قم بصب الوسط في أنابيب ذات غطاء وعقمها في المعقم عند درجة حرارة١؟١‏ لمدة ١5‏ دقيقة ثم قم بصبها 
في الأطباق 
واضبط الأس الهيدروجيني عند معامل"و7 يسمح بزيادة أو نقصان "و٠‏ 


ندعم 1011 ا 1 شم 51 5 | 


كيفية تحضير محاء البيعضص للاستخدام 

قم يفل بيضتين طارجتين جبدا ثم قم يقمنهم قن اكحول اإقيلى تركيق +الازة لمع #انباغة قم يكبسر البيضة أفن 
ظروف معقمة (في منطقة ما حول اللهب للهب المعمل) استخرج المحاء دم قم بإضافته إلى كمية ممائله لحجمه 
من محذول ملحي معقم دم قم بتقليبه 


قم بالتسذين مع التقليب حتى تذوب المكونات قم بالتعقيم لمدة ١5‏ دقيقة عند درجة حرارة ١١١‏ درجة ثم برد 
إلى درجة ٠5٠‏ استعدادا لصبه 


مو أكلنا تدع ع011؟ عم ]1 


أضف ٠‏ مل من محاء البيض المعدق في محلول ملحي معقم إلى 5٠٠‏ مل من :2521 721 :11771 السائل ثم 
قم بصبه في أطباق الزراعة قم بتجفيف الأطباق بتركها في درجة حرارة الغرفة لمدة يومين أو بوضعها في 
الحضانة عند درجة حرارة 5" لمدة يوم واحد تأكد من خلو الأطباق من الزرعات الغير مرغوبة ثم قم بتخزينها 
في الفريزر (درجة حرارة ؛) 


تتدعك ع11ه لا عع ظا! عتنام يعمسم 
الجزء الأول 
535 521 خم- 


تستين| وكا 222١‏ عسماصوم1| 


اجاد] 208 20202020 عوهها 


قم بإضافة المكونات إلى بعضها مع التسخين والتقليب حتى يتم ذوبان المكونات 
قم بصب الوسط في أنابيب ذات غطاء وعقمها في المعقم عند درجة حرارة ١‏ ؟١‏ لمدة ١5‏ دقيقة 
واضبط الأس الهيدروجيني عند معامل يسمح بزيادة أو نقصان ١٠.”‏ 
تحضير الوسط: - 
قم بخذفض درجة حرارة الجزء الأول إلى ثم أضف ٠١‏ مل من محلول البيض مع محلول الملح المعقم ذم قم 
بصب الأطباق بسرعة قم بتجفذيف الطباق لمدة يومين في درجة حرارة الغرفة أو لمدة يوم في الحضانة عند 
درجة حرارة 5” تأكد من خلو الأطباق من الزر عات الغير مرغوبة ثم قم بتخزينها في الفريزر (درجة حرارة 


6 


" اختيار المستعمرات التي يشتبه أن تكون للكلوستريديم بوتيولزم 

قم باختيار عشر مستعمرات مفصولة جيدا من المستعمرات التي أحدثت تحللا للبروتينات سواء على وسط 
الجيلاتين أو الوسط المحتوى على محاء البيض قد تكون هذه المستعمرات مسطحه أو مقببة ملساء أو محببة 
(غالبا ما تكون حواف المستعمرة غير منتظمة) ويفضل أن تكون المستعمرات المنتقاة ذات لون اسود(منتجة 
للسلفايد) 

أثناء النمو على وسط يحتوى على محاء البيضص فان مستعمرات الكلوستريديم غالبا تتذذ سطحا مكونا لألوان 
قوس قزح إذا ما تعرض للضوء العادي 


ملاحظة هامة هي أن ليست كل المستعمرات التي نمت على الأوساط هي مستعمرات للكلوستريديوم بوتيولزم 
حيث أن هناك الكثير من أذراد عائلة الكلوستريديوم تكون لها خصائص مظهرية مشابهة غير أنها لا تنتج السم 


بعد اختيار المستعمرات قم بأخذ مسحة من كل على حدة وافحصها تحت الميكروسكوب وازرع المستعمرة في 
أنبوب يحتوى على وسط-. 01061 ناء15[ 0 مرممطء أو متتاتلء حم أدعمم لع12ممء 


ثم قم بوضعها في الحضانة لمدة ه أيام كما هو موضح من قبل 


6 بعد ه أيام قم بعمل اختبار لتحديد وجود السم في الأوساط عن طريق فنئران التجارب 

قم بعمل طرد مركزي للأنبوب عذد سرعة ٠ ٠‏ لمدة ٠‏ دذيقة خذ الطبقة العليا وأضف إليه محلول فوسفات 
بفر أس هيدروجيني "و" بنسبة ١:7‏ ثم قم بحقن الفأر في البطن بكمية ”و ٠‏ مل من الخليط ولاحظ الفأر لمدة 
* - أيام أو اقل للتعرف على علامات التسمم البوتيوليزمى في حالة حدوثها وهى 

ارتعاش الفراء بطء التنفس ضعف في الأطراف يؤدى إلى شلل تام مع الوقت اللهاث سقوط الفك 
السفلى ثم الموت نتيجة لتوقف الجهاز التنفسي 

ملاحظة سم التيتانوس الذي تنتجةاحدى أفراد هذه العائلة أيضا يسبب أعراض مشابهه (في هذه الحالة يتم التأكد 
عن طريق الفدص الميدكروسكوبي 1 
وفاة الفأر بدون ظهور هذه العلامات لا يعنى تواجد السم(قد يكون السبب هو وجود كائنات أخرى في العينة أدت 
إلى الوفاة 


تحضير فوسفات بفر أس هيدروجيني ٠“‏ 
قم بإذابة نصف جرام من دايصوديوم هيدروجين اورثوفوسفات لا مائي و "و ٠‏ جم من بوتاسيوم داى هيدروجين 
اورثو فوسفات في كمية ماء لتكوين ١١.6‏ مل يحفظ في درجة حرارة 03 درجة 


تحضير فوسفات بفر أس هيدروجيني " 

قم بإذابة /و6؟ جم من صوديوم داى هيدروجين اورثو فوسفات في كمية من الماء لتكوين ٠٠٠١‏ مل وقم بضبط 
الأس الهيدروجيني باستخدام قطرات من محلول ٠‏ مولار صوديوم هيدروكسيد 

أو 

اضف ٠5و58‏ مل من ”و٠‏ مولار محلول هيدروكسيد الصوديوم إلى ١5٠١‏ مل من ”و٠‏ بوتاسيوم داى هيدروجين 
اورثو فوسفات ثم أضف الماء حتى يبلغ حجم المحلول ٠٠٠١‏ مل 


تحضير جيلا تين فوسفات بفر أس هيدروجيني 7و5 


قم بإضافة المكونات إلى بعضها مع التسخين البسيط لإذابة 
المكونات الصلبة ذم عقم في درجة ١5١‏ لمدة ٠١‏ دقيقة 


5515 


فصل البكتيريا الكولستريديوم بوتيولزم 


بعد تحديد أي الأنابيب التي أظهرت أعراض التسمم البوتيولزمى على الفئران قم بإعادة زراعة عينه من تلك 
الأذنبوب في طبقين على احد الأوساط 

521 1211111126 أف 12201111113 “3531 7011 59 ---------- قم باستحضان احدهما في ظروف هوائية 
والأخر في ظروف لا هوائية عذد درجة ه” لمدة ه أيام نمو البكتيريا في الظروف اللا هوائية وعدم نموها في 
الظروف الهوائية دلالة أخرى على نفاء العينة من البكتيريا الأخرى عدا الكوليستريديوم 


ملاحظه المطلوب هو فصل إحدى نوعى الكوليستريديوم 82 - 4م لذا فان خاصية تحلل البروتين والجيلاتين 
في وسط النمو هامه جدا للتعرف عليهما 


إذا تعذر فصل البكتيريا بعد كل تلك الخطوات فان هذا يدل على أن تركيزها في العينة الأولى كان قليلا لذا يجب تكرار 
عملية الزراعة في الأوساط قبل عملية الفصل (تأخذ من الوسط القديم ١‏ مل تضيفه إلى 9 مل من الوسط الجديد ثم 
بعد النمو تأخذ ١‏ مل تضيفه إلى 4 مل من وسط جديد) قبل الخطوة رقم © 


يجب أيضا أن يتم العمل على العديد من عينات التربة لضمان فصل البكتيريا بأذن الله 


يتم الاعتماد أيضا على الخصادص الميكروسكوبية للتعرف على الكولستريديوم وهى 

موجبة الاستجابة لصبغة جرام 

مكونة لحويصلات (تتكون تلك الحويصلات قرب نهاية خلية الكلوستريديم محدثة اذتفاخ ذي الخلية) 
ذات شكل عصوي 

لديها القدرة على التدحرك 


تحضير مخزون من الحويصلات للاستخدام 
لا بد من الاحتفاظ بمخزون من البكتيريا في صورة متحوصلة لاستخدامها في بدء الزراعة 


كلما زاد عدد الحويصلات المزروعة في الوسط زادت نسبة السسم المتكون 
الخطوات: 5 


©0010 12621 قم باختيار مستعمرة مفصولة من الكوليستريديوم (بعد التعرف عليها) وازرعها في وسط‎ ١ 
لمدة ثلاثة أيام‎ 01 

في ظروف لا هوائية ثم لمدة يومين في ظروف هوائية (لتحفيز تكوين الحويصلات) بعد ذلك قم بتسخينها في حمام 
مائي ٠١‏ درجة لمدة ٠١‏ دقائق 

؟"اخفض درجة الحرارة إلى ه”* .5 

" خذ 7,٠١‏ من الوسط المزروع وأضفه إلى وسط جديد (1211151012-)3دع-طتة1ط) - أو 0ع:2001 
0 1162 


طريقة التحضير 
01-----:21 1512111-11 


لسك سات 


.2 دكسترو| 2008| أوهناوط| 


قم بإذابة المكونات في الماء وسخن مع التقليب 
الطريقة الثانية 


قم بإذابة المكونات في الماء واغل لمدة دقيقة لإكمال الذوبان 


يمكن أن تحضر الوسط بأي الطريقتين 

قم بصب الوسط في أنابيب ذات غطاء وعقمها في المعقم عند درجة حرارة ١7١‏ لمدة ١0‏ دقيقة 

واضبط الأس الهيدروجيني عند معامل 4و7 يسمح بزيادة أو نقصان 0 

-4بعد الإضافة ضع الوط الجديد في الحضانة لمدة 428154 ساعة في درجة حرارة ؟١”‏ في ظروف لا هوائية وفى الظلام 

٠‏ خذ ؟ مل من الخطوة ؛ وضعها في أنبوبة جديدة تحتوى على اى الوسطين وضعها في الحضانة لمدة 4 ؟ ساعة في ظروف لا هوائية وفى الظلام 

5 خذ ١١5‏ مل من الخطوة ه وضعها في وعاء(بيكر) ١55‏ مل ممتلئ بالوسدط وضعه في الحضانة لمدة 4 ؟ ساعة في ظروف لا هوائية وفى الظلام 

٠»:‏ خذ ٠0‏ مل من الخطوة " وضعها في وعاء(بيكر) 45٠‏ مل ممتلئ بالوسط وضعه في الحضانة لمدة 4 ؟ ساعة في ظروف لا هوائية وفى الظلام 
بالنسبة لأوساط النمو التي تكون في أوعية كبيرة يفضل عمل تقليب لها دل " ساعات حتى تحتفظ بتركيبة الوسط كما هي في الوسط كله 

/ خذ ٠١‏ مل من الخطوة > وضعهم أذبوبة وضعهم في الحضانة لمدة ‏ أيام (بعد سبع أيام قم بفدحص عينه تحت 
الميكروسكوب فإذا كانت نسبة الحويصلات في العينة من 5” 905٠0‏ ننتقل إلى الخطوة التالية إذا كانت اقل تدرك 
يوما اخر 

1 قم بقتل الخلايا الحية الموجودة في الوسط إما عن طريق التسخين أو ترك الوسط في الهواء لمدة يومين 

٠‏ قم بعملية فصل بالطرد المركزي عند سرعة 6٠٠‏ “5 لمدة 9٠‏ دقيقة 

١‏ استخرج الراسب واغسله بمحلول ١مجامل‏ ليزوزيم أو ماء مقطر بارد ثم اغسله مرتان بعد ذلك باستخدام 
الماء أو فوسفات بفر ٠‏ 

بعد كل غسيل قم بفصل الحويصلات باستخدام الارد المركزي عند سرعة "6٠‏ لمدة "٠.‏ دقيقة 

١‏ لحفظ الحويصلات بعد فصلها ضعها في ماء مقطر أو فوسفات بفر وأحفظها في درجة حرارة ؟ ع 


الفصل الثاني 
الظروف المؤثرةعلى إنتاج السم:_- 


هناك العديد من العوامل التي تؤثر سواء على نمو البكتيريا أو إنتاج السم أو كلاهما هذه العوامل مثل معامل الأس 
الهيدروجيني درجة الحرارة 
تركيب الوسط ونوع البكتيريا 


في حالة إضافة او. إلى ١‏ جزء من المليون من مادة لينوليك أسيد يؤدى ذلك إلى اضطراب غشاء خلايا 
البكتيريا وعدم تماسكه ويزداد خروج السم المتركز داخل الخلايا) 
بالنسبة للأوساط السابقة بعض الأو ساط يفضل استخدامها لإنتاج السم البعض الأخر يفضل استخدامها لإنتاج 
الحويصلات (يختلف دسب 


نوع البكتيريا نفسها ) لذا يفضل أن تتم زراعة نفس نوع البكتيريا على أوساط مختلفة واختيار المناسب منها لإنتاج 
السم 


درجة الحرارة 
درجة الحرارة المثلى لنمو البكتيريا وتكوين السم للنوعين 8 4م هومن ”” 0” درجة (أيضا هي درجة 
الحرارة المناسبة لتكوين الحويصلات 


معامل الأس الهيدروجيني 

إن معامل الأس الهيدروجيني الخاص بالوسط يجب أن يضبط بدقة قدر الإمكان حيث أن اى زيادة أو نقصان سوف 
تؤثر على نمو البكتيريا وتكوين السم 

مع ازدياد نمو البكتيريا فان معامل الأس الهيدروجيني الخاص بالوسط سوف ينخفض 


زراعة البكتيريا 


قم باختيار أفضل وسط ينتج السم (يتم اختياره على أساس التجربة والمشاهدة للنتائج) أو استخدم )0012© 
11 11622 كل الزرعات يجب أن تحفظ في الظلام أثناء فترة الحضانة وفى ظروف ل هوائية (تملأ الأنبوبة 
إلى الفوهة بالوسط ولا يترك فراغ للهواء ثم تغلق بإحكام أو عن طريق وضع طبقة من الفازلين المعقم فوق إطباق 
الزراعة أو ملء الأطباق بالماء المقار بعد الزراعة 

يفضل أن يحتوى الوسط على مادة ع11211110913:2024_التي تمتص الأوكسجين من الوسط 


©0010 12621 جم) وازرعهم في‎ ٠ من مخزون الحويصلات المحضر سابقا خذ كمية مناسبة(حوالى ؟و‎ ١ 
في أنبوبة اختبار وضعهم في الحضانة عند درجة ؟”” 6” درجة لمدة 4 ؟' ساعة حتى حدوث‎ 12201111133«2 0 
بداية للنمو‎ 

؟" خذ ؟مل من الوسط الأول وازرعهم في أذبوب يحتوى على وسط جديد وضعه في الحضانة لمدة ١4‏ ساعة 

* خذ ١5‏ مل من الأذنبوب ١‏ وضعه في وعاء(بيكر) ١55‏ مل يحتوى على وسط جديد وضعه في الحضانة لمدة 
4" ساعة 

؛: خذ ثلاث كميات من الخطوة ” كل منها حجمها ٠٠‏ مل وضع كل واحدة في وعاء(بيكر) 45٠‏ مل يحتوى على 
وسط جديد وضعه في الحضانة لمدة خمسة أيام بعدها خذ ٠١‏ مل من كل وسط وأخلطهم سويا وابدأ خطوات 
التنقية عليه (هذا هو الجزء الأول) واحتفظ بباقي الأوساط في الثلاجة عند درجة حرارة ؛ درجة 


ملاحظة : الجر الأول هو الذي ينفذ عليه خطوات التنقية أولا ومن ثم يتم تحديد التركيزات وتفاصيل الخطوات 
الخاصة بالتنقية ومن وتطبيقها على باقي الكمية 

نتائج الاختبار على الفذران تستغرق ١‏ 8 يوما لمعرفتها 
لا تحفظ الأوساط المتبقية مجمدة ولكن في درجة ؛ 


الفصل الثالث 


فصل السم وتنفيتك 


كل خطوات التنقية يجب أن تتم في درجة حرارة من صفر الى؛ درجة منعا لتحلل السدم بواسطة الإنزيمات 
الموجودة في داخل الخلية ويجب أن تنفذ بأسرع وقت ممكن (يفضل أن تتم كل الخطوات التالية داخل ثلاجة مثل 
ثلاجات عرض الاجبان الموجودة في محلات البقالة وتكون مفروشة بطبقة من الثلج وتكون مغلقة قدر الإمكان 
للحفاظ على درجة الحرارة داخلها وبعيدا عن الضوء) 


١‏ تحطيم الخلايا البكتيرية 

تنفذ هذه الخطوة من اجل استخرا ج السم الموجود داخل الخلايا البكتيرية هناك العديد والعديد من الوسائل التي 
يمكن استخدامها لتكسير الخلايا(كيميائية أو ميكانيكية) واختيار الوسيلة المناسبة يعتمد على بءض العوامل مثل 
أفضل هذه الوسائل هو استخدام 11001100021017127,11125 ,71111 (1811241 ويمكن استبداله بمضرب بيض 


أو خلاط قوى 
بعد انتهاء عملية التحطيم تفدص الخلايا تدت الميكروسكوب للتأكد من تحطمها 
الخطوات: 5 


١‏ خذ الجزء الأول وقم بعمل فصل بالطرد المركزي عند سرعة 7٠٠١‏ لمدة "٠‏ دقيقة خذ الراسب (الخلايا)ثم 
ضعه في أذنبوب يحتوى على فوسفات بفر معامل 7 وأضف إلى المعلق سلفات الامونيوم بتركيز ”و ٠‏ مولار من 
اجل تثبيت المحلول١”‏ ٠وء‏ جم /مل) واحتفظ به عذد درجة حرارة ؛ درجات 
؟" لحضر الخلاط وضع الوعاء (بيكر) الخاص به الذي وضع فيه المواد في الفريزر قبل وضع المحلول 
المحتوى على الخلايا فيه 
“* -احضر و عاء (بيكر) من الزجاج المعالج بالسيلكون (المستخدم في التجارب المعملية) واطحنه طحنا جيدا 
جداإيجب أن يكون حجم الجزيئات حوالي ١و ٠‏ ملليمتر) ثم انقع الزجاج المطحون لمدة ١5‏ ساعة في 
محلول مركز من حمض الهيدروكلوريك ثم اغسلهم بماء مقطر حتى يصبح الأس الهيدروجيني للماء 
المغسدول به بعد ذلك ضع جزيئات الزجاج في الفرن عند درجة ١5١‏ لمدة ١5‏ ساعة دم ضعهم في 
الفريزر 
- أضف جزيئات الزجاج إلى المحلول بنسبة ٠0‏ ملاإمن كمية المحلول وضعهم في الخلاط 
قم بخفقهم جيدا لمدة ٠١- ٠‏ دقائق مع الحفاظ على درجة الحرارة عند ؛ درجات (هام جدا) 
-اترك الزجاج حتى يترسب ثم قم بفلترة الخليط 
اغسل الجزيئات الزجاجية بمحلول فوسفات بفر (كمية صغيرة) ثم أضف المحلول إلى المحدول المصفى 
خد المحلول الناتج وافصل الخلايا المحطمة بالطرد المركزي عذد سرعة 6ة ؛ لمدة "٠.‏ دقيقة مع الحفاظ 
على درجة الحرارة عند ؛ 
4 -احتفظ بالمحلول الناتج عند درجة حرارة ؛ للخطوات التالية 


+م © فى > جه 


ملاحظه هامة 


في خطوات التنقية للسم يفضل أن يضاف محلول مثبط لعمل الإنزيمات المحللة للسم الموجودة داخل الخلية هذا 
المحلول صعب التحضير و بحاجة إلى مواد خاصة قد لا تتوفر في الأسواق لذا فان هذا المحلول يستبدل بأداء 
كل الخطوات في درجة حرارة منخفضة وفى اقل مدة ممكنه 

طريقة تحضير المحلول المثبط 


١‏ تحضير مخزون من المحلول المثبط 


مناه 9 «هاأطتوله1 94061 :1 34611:04 .9.1 0 1 


عم 38 مبنامذكادط .امقووهعم ع9 أمتتتطاعدد صل هآ 0.284 تممتابرامو عأممئة 22157 + 
كنطًا طواء/78ا إعاع<ام] 15 218151 .ادع هد لمعتسم 1.0 مذ 815ص م (174.2 ع يق) 
07 كلكق12 ه لجة كعنزماع عأطقدمم5تل عهققبط لقة ,18000 عمسلا 2 مز لستامممتمء 
8 21-0 

1ه (215 د شغ عم 2.2 عجاموة1] .21150 مز ثالد 10 تسمتابامة علعماة 3.4-501 .2 
.516015-31-06 .21150 01 مله 0ل م1 ات ك3 

(207.9 ع الار) كحت 42 015501[ .؟غلومت ملقم 200 تممابالدد علعملة لامج علأغعههل100 3 
.قالع تصحصا عونا .تعتوم كه لمم 0. ل دز عاماععةه1500 تمسللمد أو 

(357.4 - ايق) 8564-6 ]ه ون 1.8 ع دأمذكادآ عنوبت مأ لقم 5 :موتتنامة عاعماو عحمظ .4 
20900 هق عصما5 .وعتقم لدم 1.0 صا 

هم 19.8 عزاهووةجا .إممعظاعظر م كيم 100 :ممأسادة عاعم)ة عصزامعطمممعطق 1,106 .5 
لإلاتاي؛ 5101 .امسمدطاعد 2و ملح ا ! ها (198.2 ع لق ) عملئهرطامقوعطم 1,19 
2 8ب مقعم مرم؛ نمم غ3 لع ررحيةهء 

حصنأ له50ل) شاناظ ع 18:6 عتد[مدداتآ معنو مأ كقة.0 :وممتكاسادة علعمنو مم8 .6 
تنم ر 85 نت 703 للم حد مكف و مكمه أ 79 عاأداد (372:2 ح يق عمس نوطال الهو 
4700 01 16050861816 لزمن: غأه ع1طما5 .عآتر 100 10 ترا ععلة1طا 

ممعم قلت 6.9 16هن2155 .21450 معطم 10 :دملايا!اهة عاءمأة مكمادمعء< .7 
2-205 م5101 .121150 كه لم 1.0 ها (685.9 - ه3) 


تحضير المحلول المثبط للاستخدام 


يناطعو 1101 59 ١‏ 
12 به . 1 10 وجده :غلا أمة عاع5]0 عط ه11 1 


١‏ :ومتت10ام؟ 25 0عع106م بوععفطاعاممم 6ه ذمقك تافو 


3. مكنم 200 بعصمع5‎ : ١ 
ب(أهم5 اشح 2) 34-2 لبر 200 عه للمصة يفم 20) "3451 لير 0 ف«‎ 


1 لم-20 نزم وبط عان 21 ,دمكجبدمعمم ؤه ط‎ ١ 


أت 

5 
١‏ ع 
١‏ ئٍ .20 ممة 1 6م81 ععع) عأماطةد عط 12140 


فينيل ميثيل سلفونيل فلورايد 1010 اتزسوكاند اوطاع دس ازسعطم عأوبوط 


داى كلورو ايزو كومارين 050011121111 <-1 )10 
ايبوكسيد انهيبيتور 1]01طنلطسآ ع0:210مه -664 11 


أو يمكن تحضير محلول مثبط آخر من 

٠‏ ملليمولار من فينيل ميثيل سلفونيل فلورايد في ايزوبروبانول 
١‏ مج/مل ليوبيبتين في ماء 

١‏ مج /مل بيبستاتين في ميثانول 


؟ مرحلة التنقية الأولى بواسطة الترسيب بسلفات الامونيوم في وسط ذو أس هيدروجيني ٠‏ 

تعتمد عملية الترسيب باستخدام الأملاح على مبدأ أن إضافة الأملاح إلى محلول يحتوى على خلائط بروتينية 
يؤدى إلى ترسب البروتينات بالتدريج من المحلول حسب كمية الملح المضاف 

أكثر هذه الأملاح شيوعا هو سذفات الامونيوم 

يجب تحديد ما هو تركيز الملح المطلوب لترسيب السم دونا عن البروتينات الأخرى الموجودة في 

المحلول (تحتوى الخلية على العديد والعديد من البروتينات الأخرى متواجدة مع بعضها البعض) ويتم هذا 
التحديد عن طريق إجراء التجارب الآتية على الجزء الأول من الوسط ثم بعد معرفة التركيز المطلوب يتم العمل 


الخطوات: 5 

من المحلول الناتج بعد الفصل بالطرد المركزي خذ 75 مل وقسمة إلى ه أجزاء متساوية ٠ه‏ مل لكل منها 
وضعهم في أوعية زجاجية صغيرة 

؟ ضع كل وعاء (بيكر) في إناء ثلجي أثناء خطوات العمل 

في الوعاء(بيكر) ضع "١٠و١٠‏ جم من سلفات الاموذيوم لكل ١مل‏ 

في الوعاء(بيكر) ”" ضع 5" "7و . جم من سلفات الامونيوم لكل ١مل‏ 

في الوعاء(بيكر) ”* ضع ١6"”و ١٠‏ جم من سلفات الاموذيوم لكل ١مل‏ 

في الوعاء(بيكر) ضع ١5‏ هدو ٠‏ جم من سلفات الامونيوم لكل ١مل‏ 

في الوعاء(بيكر) 5ه ضع 5517و ٠‏ جم من سلفات الاموذيوم لكل ١مل‏ 


حا بم © خجم 00 


عندئذ تكون نسبة سلفات الامونيوم في الأوعية هي على الترتيب دش 9 9/1 ١٠/ن/9‏ ب ١٠ام/ه0‏ 
إضافة سلفات الامونيوم يكون بكميات صغيرة مع التقليب (باستخدام جهاز تقليب مغناطيسي) ولا تضع كمية 
جديدة حتى تذوب الكمية الأولى 

يجب أن يكون ملح سلفات الامونيوم مطحون طحنا جيدا 

“ لترك الأوعية لمدة ساعة للترسيب 

3 افصل الراسب بواسطة الطرد المركزي عند سرعة .كمه لمدة ٠‏ دقيقة في درجة حرارة ؛ 

ه خذ المحلول الرائق من كل وعاء (بيكر) وضعه في أذبوبه دم ذذ من كل محلول ١و٠‏ مل و أضفه إلى ةو ٠‏ 
هل يكلو ملح بارة 

5" من كل أنبوبة من السابق خذ ١و ٠‏ مل وأضفه إلى ١و٠‏ مل محلول ملح بارد 


٠»‏ خذ *و ٠‏ مل من الأنبوبة الأخيرة واحقنها في فأر داخل البطن وراقب الفئران المحقونة لمدة 4 ؟ ساعة 
وقارن بين سرعة الوفاة للفئران 0 700000 

/ كلما ظهرت الأعراض على الفأر بسرعة هذا معناه زيادة نسبة السم في المحلول انخفاض نسبة السم 
في الراسب 1 : ١‏ 

4 حدد التركيز من سلفات الامونيوم الذي يؤدى إلى ترسيب اكبر كمية من السم اقل كمية من السم في 
المحلول أبطأ وفاة للفار أو عدم الوفاة على الإطلاق 


مثال 

إذا كان وقت ظهور الأعراض والوفاة للفئران في الأوعية الخمسة هو كالاتى 
تركيز 0/٠١‏ لاللسافف___---- 

تركيز 0/1٠‏ لا دساعف-_ ا 

تركيز 91٠١‏ د ساعة أو لا أعراض 

تركيز 9/١‏ -----03 الالعواض-- 


فهذا معناه أن السم قد ترسب عندما وصل التركيز إلى 5٠‏ ”9 اى انه يبدأ فى الترسب عند تركيز 90 

إذا ففي أثناء ترسيب السم من الوسط كاملا يتم ترسيبه عذد تركيز 5٠‏ 9/0 من سلفات الامونذيوم فتبدأ بالتركيز 
0:4٠‏ ثم تزيد التركيز حت يصل إلن +:5,5 مع فصل الراسب المتكون (تثم حاب الكمية المطلوب إضافتها 
من سلفات الامونيوم لزيادة التركيز من الجدول التالي 


11 علا مقط ه؟ لعشدوعظه عنقالن5 تاستومسميخ لززه5 زه وأمنامسم 
070 كق عسطول؟ أعوعة 1 لعملوء 2 10 عنالة/ وستتمهاك معز م نمك ومتان 501 وعه 


06 1 1 5 
لا: 8 نطو عع قامعوهعم أمم 1د عانص 
100 95 90 55 850 75 70 65 60 535 50 45 40 35 30 25 20 :020 ووتئدئتكف 


0 106 134 164 ]94 226 258 291 326 361398436 476 516 559 603 650 7 

2 615 570 526 484 444 405 331368 296 262 229 197 166 137 108 و7 ٍ 5 
7 581 536 452493 412 374 337 301 266 233 200 169 139 109 81 .53 10 
2 547 503 420460 381 343 271306 237 204 172 141 111 82 54 26 15 
7 512 469 427 387 349 312 241276 207 175 43ا 113 83 55 27 20 
2 478 436 395 355 317 280 211245 179 146 115 84 56 27 25 
8 445 402 323362 285 249 214 181 148 17] 86 56 28 30 
3 410 369 329 291 254 218 184 151 118 87 57 28 35 
2061018 35 296 258 222 1857 120153 89 58 29 . 40 
١ : 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 3‏ 45 
58 308 268 230 194 159 125 92 60 30 50 
13 235 127161197 93 61 30 55 
9 239 201 164 129 95 62 31 60 
44 205 168 132 97 31-63 , : و 3 55 
9 171 134 99 655 32 70 
374 101 66 32 25 75 
9 103 67 33 50 
5 68 جد 55 
-34” 90 
35 95 


.0 17نل[0ة 01 :1218/1 انك امنا أومنتدصة لثاوى أن عه 
الكمية المطلوب إضافتها لرفع تركيز سلفات الامونيوم في المحلول من 5٠‏ 970 إلى 96٠‏ تساوى ١٠١٠١‏ جم 
للتر 


مرحلة التنقية الثانية باستخدام الترسيب بسلفات الامونيوم عند نقطة تساوى فرق الجهد (ايزو ايلكتريك بوينت) 


نقطة تساوى فرق الجهد هيمعامل الأس الهيدروجيني الذى يكون فيه البروتين غير حامل لأى من 
الشحنات الكهربائية لا السالبة ولا الموجبة وعند هذه النقطة فان قابلية البروتين للترسيب تكون أعلى قابلية 
تعتبر هذه الطريقة أسهل طرق التنقية (أسهل من التئقية عن طريق الفصل الكروماتوجرافى) 

الخطوات 


الراسب المتكون من خطوة الفصل السابقة(تكون كميته اصغر بكثير من الحالة الأولى) يتم إعادة تعليقه في ٠١‏ 
مل فوسفات بفر أس هيدروجيني "او هوه (معامل الأس الهيدروجيني " 
هو نقطة تساوى فرق الجهد النظرية لسم البوتيولزم النوع. .4م) 
؟ ضع الوعاء (بيكر) في الذلج أضف إليه "١٠و١٠‏ جم من سلفات الامونيوم لكل مل( يصبح تركيز سلفات 
الامونيوم ٠١‏ 90) وقم بالتقليب حتى يذوب اتركه في وعاء الثلج لمدة ثلاثين دقيقه ثم افصل الراسب بواسطة 
الطرد المركزي لترسب البروتينات الغير مرغوب فيها 
" انقل المحلول إلى وعاء جديد خذ منه ١و ٠‏ مل وقم بتخفيفه(كما في التجربة السابقة) واختبر وجود السم فيه 
عن طريق حقن جزء منه في فأر(وليكن هذا هو المحلول أ) 
؛ إلى باقي المحلول أضف ”١١و ٠‏ جم من سلفات الامونيوم لكل مل ( يصبح تركيز سلفات الامونيوم 54٠‏ 90) 
وقم بالتقليب حتى يذوب اتركه في اناء الثلج لمدة ثلاثين دقيقه ثم افصل الراسب بواسطة الطرد المركزي لترسب 
البروتينات الغير مرغوب فيها 
5ه لنقل المحلول إلى وعاء جديد خذ مذه او. مل وقم بتخفيفه(كما في التجربة السابقة) واختبر وجود السم فيه 
عن طريق حقن جزء منه في فأر(وليكن هذا هو المحلول ب) 
5 إلى باقي المحلول اضف" ١و ٠‏ جم من سلفات الامونيوم لدل مل( يصبح تركيز سلفات الامونيوم ٠١‏ 90) وقم 
بالتقليب حتى يذوب اتركه في اناء الثلج لمدة ثلاثين دقيقه ثم افصل الراسب بواسطة الطرد المركزي لترسب 
البروتينات الغير مرغوب فيها 
٠»‏ انقل المحلول إلى وعاء جديد خذ منه ١و ٠‏ مل وقم بتخفيفه(كما في التجربة السابقة) واختبر وجود السم فيه 
عن طريق حقن جزء منه في فأر(وليكن هذا هو المحلول ج) 
6/ إلى باقي المحلول اضف "١و ٠‏ جم من سلفات الامونيوم لكل مل( يصبح تركيز سلفات الامونيوم 7٠١‏ 90) وقم 
بالتقليب حتى يذوب اتركه في اناء الثلج لمدة ثلاثين دقيقه ثم افصل الراسب بواسطة الطرد المركزي لترسب 
البروتينات الغير مرغوب فيها 
9 انقل المحلول إلى وعاء جديد خذ منه ١و ٠‏ مل وقم بتخفيفه(كما في التجربة السابقة) واختبر وجود السم فيه 
عن طريق حقن جزء منه في فأر(وليكن هذا هو المحلول د) 
٠‏ بباقي المحلول اضف 4 7١و ٠‏ جم من سلفات الامونيوم لكل مل( يصبح تركيز سلفات الامونيوم ٠٠١‏ 90) وقم 
بالتقليب حتى يذوب اتركه في اناء الثلج لمدة ثلاثين دقيقه ثم افصل الراسب بواسطة الطرد المركزي لترسب 
البروتينات الغير مرغوب فيها 
١‏ انقل المحلول إلى وعاء جديد خذ منه ١و٠‏ مل وقم بتخفيفه(كما في التجربة السابقة) واختبر وجود السم فيه 
عن طريق حقن جزء منه في فأر(وليكن هذا هو المحلول ه) 


كلما انخفض تركيز السم في المحلول كلملطالت فترة ظهور الأعراض على الفأآر هذليعنى ارتفاع تركيز 
السم في الراسب 

مثلا إذا كان وقت ظهور الأعراض على الفذران المحقونة من الأنابيب الخمسة هو كالتالي 

الأذنبوب أ رساعالتك_ِ_-_--_ 

الأذبوب ب #الساعة---- 

الأنبوب ج الا لساعة---- 


الأنبوب د لاظهور للأعراض 

الأنبوب ه لاظهور للأعراض 

هذا يعنى أن السم بدا في الترسب عند تركيز ٠١‏ 90إلى :٠‏ ا(حوالي )9/07٠١‏ وترسب تماما عذد تركيز أعلى 
من 6٠١‏ 90(حوالي ٠١‏ 9) 

لذا فان في الأجزاء التالية من المحلول نقوم بعمل ترسيب للسم عند تركيز من ٠١‏ إلى ٠١‏ م9 


نظريا فان معظم السم سيترسب عند تركيز 9٠١‏ 

ملاحظات هامه 

عملية الطرد المركزي والترسيب تتم في نوعين من الأنابيب 

نوع زجاجي إذاكان الجزء المطلوب للعمل عليه في الخطوات التالية هو المحلول 

نوع بلاستيكي ذو نهاية مدببة إذاكلن-الجزء المطلوب للعمل عليه في الخطوات التالية هو الراسب(حيث 
يتم قطع الجزء السفلى بسهولة) 

؟ أثناء وضع الأنابيب في جهاز الطرد المركزي يجب ملاحظة الاتى 

١‏ توضع الأنابيب في صورة أزواج ولوس أذفراد كل أذبوبة لها أنبوبة مقابلة لها 

؟ للآنابيب المتقابلة يجب أن تكون متماثلة في الوزن (لا تضع أنبوبة بها ماء مقابل أنبوبة بها محلول ملحي عالي 
التركيز مثلا) 

“ الأفضل أن يقسم نفس السائل على أنبوبتين بكميات متساوية 


ملاحظة هامتة - 


في حالة تعذر الحصول على الامونيوم سلفات يمكن استخدام ملح الطعام العادي (,7272071)الصوديوم كلورايد 

وفى هذه الحالة يجب أن يتم حساب كمية الملح اللازمة لتحويل المحلول إلى محلول مشبع بتركيز 970٠٠١‏ عند 

درجة حرارة صذر مئوي كالاتى 

١‏ لحضر أنبوبة اختبار وضع فيها ٠١‏ مل ماء مقطر وضعها فى الثلج قم بوزن كمية ابتدائية من الملح وضعها ذ 
ضع ضعها في الثلج قم ح وضعها في 

الأنبوبة وقم بالتقليب 

؟ استمر في إضافة كميات من الملح حتى يتوقف الملح عن الذوبان(المحلول أصبح مشبع-١٠ ٠١‏ 9) 

مثلا إذا كانت الكمية التي تؤدى إلى تشبع ٠١‏ مل -؟جم 

إذا فهي بالنسبة للترح- ١٠‏ جم 

يتم وضع كميات الملح تصاعديا كما في حالة الامونذيوم سلفات (فمثلا بالنسبة ل ٠١‏ مل تركيز ٠١‏ 9-؛و١٠‏ 

جم)و هكذا تقريبيا 

ويتم الاستمرار على نفس الخطوات بدون الاستعانة بالجدول ولكن اعتمادا على هذا الحساب التقريبي لتركيز الملح 


الفصل الرابع 

قياس تركيز السم الموجود في العيينة 

يعتمد قياس السم على سرعة ظهور أعراض المرض على فئران بعد حقنها خلال” أيام من الحقن 
ارتعاش الفراء بطء التنفس ضعف في الأطراف يؤدى إلى شلل تام مع الوقت اللهاث سقوط الفك 
السفلى ثم الموت نتيجة لتوقف الجهاز التنفسي 
ملاحظة سم التيتانوس الذي تنتجة احدى أفراد هذه العائلة أيضا يسبب أعراض مشابهه(في هذه الحالة يتم 
التأكد عن طريق الفدص الميكروسكوبي 


وفاة الفأر بدون ظهور هذه العلامات لا يعنى تواجد السم 
كيفية التقدير التقريبي لكمية السم الموجودة في عينة ما بعد تنقيتها 


الخطوات 

١‏ خذ الكمية المراد معرفة مقدار السام بها وضع عليها ٠١‏ مل محلول ملحي أو فوسفات بفر هذا المحلول سنفرض 
انه يحتوى على الكمية 

(س) جم من السم (أنبوب )١‏ 

؟ خذ ١و ٠‏ مل من المحلول وأضفه إلى 9و1 مل محلول ملحي (أنبوب رقم ؟١)‏ 

* اخذ ١و٠‏ مل من المحلول وأضفه إلى 9و1 مل محلول ملحي (أنبوب رقم ”) 

4 -خذ ١و‏ . مل من المحلول وأضفه إلى 9و1 مل محلول ملحي (أنبوب رقم ؛) 

٠ه‏ -خذ ١و‏ . مل من المحلول وأضفه إلى 4و1 مل محلول ملحي (أنبوب رقم )٠‏ 

قم بإجراء الخطوات التالية على المحلول في الأنبوبين رقمي ؛ و ه 

خذكمية ١و.‏ مل كو.مل تخو.مل غو.مل هو.مل من كل من الأنابيب 4 و ه واحقن كل منها في فأر 
(بعد زيادتها إلى 5و ١٠‏ مل بواسطة محلول ملحي) وراقب الفئران لمدة ” أيام وحدد وقت بداية الأعراض وزمن 
الوفاة لكل على حدة 


تركيز السم في كمية ١و ٠‏ مل من الأذبوب رقم : -( 600 .ءو٠)س‏ 
تركيز السم في كمية ؟و ٠‏ مل من الأنبوب رقم 0 ا ان 0 306 
وهكذا 


تركيز السم في كمية ١و ٠‏ مل من الأذبوب رقم ٠-(1.-.٠6.6..٠60.6.6:و0٠)س‏ 
تركيز السم في كمية "و٠‏ مل من الأنبوب رقم 65 -1(25١-..00.0.6.0.6٠و60)س‏ 
وهكذا 


المادة التى 
صنع منها 
المحلول 


أذبوب ١‏ ٠مل‏ اى كمية من ١ءوه.‏ س جم أس جم 0 7 
الراسدب 


ا ١.و١‏ س جم 0-0 
جم جم /مل 


أتثيتيووق: أ١.ءءو.٠‏ س 

س جم جم 
أنبوب ؛ (منه ل كن 0ك أتثييووقه: أيثينينووق 
تجرى التجارب) ٠‏ س جم س جم ٠‏ س جم/مل 


| محلول ملح 


5 
5 8 
ابوب 6(منه ل د د لذ ا اذ نك د د لذ ا اذ دك 


تجرى التجارب) ١٠و٠١‏ س جم او.٠س‏ 
جم /مل 


بعد حون الفئران حدد اقل جرعة أظهرت أعراضا على الفئران هذه الجرعة تسمى ((711,1) أو اقل الجرعات 
السامة وهذه الجرعة للفأر نظريا تساوى 

٠. ٠٠٠١‏ ميكروجرام 

لذا على سبيل المثال 

إذا كانت اقل جرعة سامة أدت إلى ظهور الأعراض على الفأر هي الجرعة ؟ عا لحءءووقه س جم ("أو ٠‏ مل 
من الأنبوب ؛ ) 

إذا 

* .وله س جمح ١0.٠٠.٠٠..و ١‏ ميكروجرام 

إذا 

سح 5" ميكروجرام 

إذا كمية السم الموجودة في أول التجربة (في أنبوب "“"7-)١‏ ميكروجرام من السم 

ملاحظة 

اقل الجرعات السامة للإنسان هي ١ميكروجرام‏ لكل كجم من وزن الجسم 


الفصل الخامس 

تخزين السم والحفاظ على ثباته 

بعد عملية الفصل والتنقية تتم عملية التجفيف للسم وهى إما أن تكون عن طريق التجفيف في درجات حرارة 

أو باستخدام الطرد المركزي تحت ضغط ودرجة حرارة منخفضتين (لكل من هاتين الوسيلتين جهاز خاص يهما 
يقوم بإجراء تلك العملية للحمصول على الناتج النهائي في صورة بودرة مجففه خالية من الرطوبة ) وعذدئذ تكون 
اكتمات خطوات التحضير وبقي الحفاظ على ثبات السم وعدم ضياع فاعليته حيث انه 

١‏ يفقد فاعليته ذتيجة التعرض للضوء الأوكسجين الوطوبة لذا يجب أن يحفظ في أوعية محكمة الغلق داكنة 
اللون بها مادة ماصة للرطوبة (مثل المواد التي تكون موجودة في علب الادويه ) وفي غياب الأوكسجين 
(باستخدام شمعة تحترق حتى نفاذ الأوكسجين أو عن طريق ضخ غاز ثاني اوكسيد الكربون بدلا عن الهواء 
العادي) 


؟ الخليط النهائي للتنقية هو بودرة تحتوى على خليط من البروتينات (أكثرهم السم) بالإضافة إلى إنزيمات محللة 
قد تؤدى إلى تحلل السم في وجود الرطوبة إذا فانه يحفظ في درجة حرارة ( - ٠١‏ ) 


* الصورة النهائية لجزيئات السم تكون على هيئة تجمعات هذه التجمعات تحافظ على ثبات السم نوعا ما 


؛ في حالة حفظ السم لفترة طويلة يفضل عمل متابعة لتركيز السم كل أسبوعين واختبار فاعليته وثباته 


ن يمكن حفظ السم في صورة محلول (وليست بودرة) في محلول 0 سلفات الاموذيوم عند درجة حرارة 0 
درجات (أسهل وسيلة لحفظ السم) 


5 إذا تمت إذابة البودرة المجففة في محلول ثم أعيد تجميد هذا المحلول ثم تسييلة مرة أخرى للاستخدام فان السم 
يفقد 9/7١‏ من فاعليته 


الفصل السادس 
كيفية استخدام سم البوتيولزم كسلاح بيولوجي 


تتم إذابة البودرة المنقاة في الماء (مع إضافة ١و ٠‏ إلى ١‏ 90 من سائل منظف صابون سائل .لكي تزيد من 
ذوبان السم) وبعد ذدك يمكن أن تستخدم في صورة رذاد (فاعلية الرداد تتناسب تناسبا عكسيا مع حجم الجزيئات 
كلما صئر حدم الجزيئات زاد تغلغلها في الجهاز التنفسي وزادت فاعليتها 


يمكن استخدام جهاز نيبيولايزر المستخدم لعلاج مرضى الربو لتكوين رذاذ يتراوح حجمه بين هو ٠‏ إلى ٠‏ ميكرون 
ولكن الناتج يكون بكميات قليلة 

لإنتاج كميات كبيرة ستكون بحاجة إلى جهاز معقد نوعا لإنتاج جزيئات ذات حجم مناسب 

(سيتم عمل بحث آخر إن شاء الله حول كيفية إنتاج الرذاذ والحفاظ عليه والعوامل التي تؤثر في الجزيئات بعد 
إطلاقها ) 


يمكن إضافة السم إلى مصادر المياه أو مصادر الغذاء 
في هذه الحالة فان السم سيتم امتصاصه عن طريق الأمعاء (ملاحظة في حالة تسخين الطعام أو الماء فان السم 
سيفق فاعيه) 


يمكن تطوير طرق أخرى كثيرة لاستخدام السم على حسب الظروف والبيئة المحيطة 


وفى نهاية هذا الشرح المتواضع اسأل الله سبحانه وتعالى أن يتقبله وان يجعله مفيدا للإسلام والمسلمين والجهاد 
والمجاهدين في سبيل الله في جميع أصقاع الأرض وان يستخدمه المجاهدون في مايرضى الله عز وجل من جهاد 
للكافرين ونكاية فيهم واننى أتبرأ إلى الله مدن كل من يستخدمه لهوى في نفسه أو لمصلحة شخصية أو أن يستخدم 
في غير الجهاد في سبيل الله لتكون كلمة الله هي العليا وكلمة الذين كفروا هي السذلى 
وارجوا من كل من يقرأ هذا الشرح أو يعمل به أن يدعوا الله لصاحبة أن يرزقه الشهادة في سبيله وان يجعله مع 
من انعم الله عليهم مع النبيين والصديقين والشهداء وحسن أولنك رفيقا 
وماكان في هذا الشرح من صواب ذبفضل من الرحمن 


وما كان ذية من خطأ ونقص فمن نفسي والشيطان 
(وما أبَرَئُ تفمبي إن التتفس لأمَّارَةٌ بالسّوء إِلَا مَا رَّحِمَ ربّي إن رَبَّي غَفورٌ رَحِيمٌ) 
سبحانك اللهم وبحمدك.اشهد ان لا اله الا انت» استغفرك واتوب اليك 
بسلم الله الرّحمّن الرحيم 
وَالعصر(١)إن‏ الإنسان لفِي خُسّر(١‏ )إلا الَذِينَ آمثوا وَعَمِلُوا الصّالِحَات وتوّاصؤا بالدَق وتوّاصوا بالصّبْر(”) 


